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α-GI  ：α-glucosidase inhibitor 
AIC ：Akaike information criterion
AUC ：area under the curve
CL ： total clearance
Cmax ：maximum concentration
CV ：coefficient of variation
DDI ：drug-drug interaction
Fa ： fraction absorbed value
FDA ：U.S. Food and Drug Administration
Fg ： intestinal availability
Fh ：hepatic availability
FPE ： first pass effects
HPLC ：high-performance liquid chromatography
[I2] ：concentration of inhibitor in the gastrointestinal tract based on
highest approved dose dissolved in 250 mL
IC50 ：50% inhibitory concentration
IS ： internal standard
k12 ： rate constant for compartment 1 to 2
k21 ： rate constant for compartment 2 to 1
Ka ：absorption rate constant
LC-MS/MS ： liquid chromatography/tandem mass spectrometry
LLOQ ： lower limit of quantification
M&S ：modeling and simulation




Qh ：hepatic blood flow
QC ：quality control
RE ： relative error
S.D. ： standard deviation
SGLT ： sodium/glucose cotransporter
S/N ： signal/noise
SPE ： solid phase extraction
t1/2 ： terminal half-life
TAIC ： time spent above a value 10-fold higher than the IC50 value
Tmax ： time for Cmax
TP ： transporter
Vc ：central volume of distribution
1緒論
医薬品のうち経口投与製剤は、投与が非侵襲的で簡便であることなどから患者

























よる死亡例 2), 3 ) や、テルフェナジンと抗真菌薬の併用による重篤な心毒性の報









なわちコンピュータベースの modeling and simulation（M&S）を使用した、潜在
的な DDI 発現リスク（DDI ポテンシャル）の予測は、新薬の臨床開発と評価に
必要なリソースを削減するための有用なツールになり得ると考えられる。M&S
を使用した DDI ポテンシャルの予測については、FDA や EMA の DDI 評価のた





ーチの方が、より予測精度が高い 7), 8 ) ことが指摘されている。これに対し、腸
管、肝臓、腎臓、脳等、全身の組織に発現し、薬物の取り込みや排出に関与する
TP を介した DDI ポテンシャルの予測法は、現在発展途上にあるため報告例は少
ない。特にダイナミックモデルを適用した予測法の報告例は極めて少なく、主に
薬物の細胞外排出に関わることが知られている P-glycoprotein の阻害に関するも
のが数報 9), 10 )見られる程度であり、腸管で TP を介して吸収される薬物への DDI
ポテンシャル予測に関する報告例は無い。
TP を 介 し た DDI は 代 謝 酵 素 に よ る も の ほ ど は 多 く は な い が 、 TP は
pharmacokinetics（PK）や薬物の曝露に重要な役割を担っており 11) 、有機アニ
オン性物質の輸送に関わる TP である OATP1B1 を介した DDI が臨床上問題とな
ったケースなどが報告 12) されている。こうした背景から、近年では TP が関わ
る DDI 発現リスクの評価の重要性が高まりつつある。このことは、現在改訂さ
れつつある日米欧の三極の DDI ガイドラインに、TP を介した DDI のリスク評価
に関する記載が盛り込まれたことにも裏付けされている。特に、経口剤の場合、
投与後の腸管管腔中での濃度が高くなるため、TP の阻害に起因する腸管内での
DDI が起きやすい状況にあるが、未だ DDI ポテンシャルを的確に予測できない
のが現状である。
こうした背景から、著者らは TP を介した腸管内での DDI ポテンシャル予測法
の構築を目的とした一連の研究に着手した。すなわち、本研究では、小腸に発現




liquid chromatography/tandem mass spectrometry（LC-MS/MS）を用い高感度かつ
迅速に安定して定量するための手法の構築を行った。生体試料中の単糖類を定量
する方法として、high-performance liquid chromatography（HPLC）による示唆屈
折率検出法 13)、蛍光検出法 14)、電気化学検出法 15)などが挙げられるが、いずれ
も選択性や感度が乏しいという問題がある。一方、LC-MS/MS 法は、選択性、感
度及びスループットも高いことから、体内動態研究において汎用されているが















LC-MS/MS によるラット血漿中 miglitol の高感度定量法を開発するとともに、ラ
ットにおける miglitol の PK プロファイルの収集を行った。
第２節では、前節で明らかにしたラットにおける miglitol の PK プロファイル
をベースに、新規 DDI ポテンシャルの予測法を考案し、その妥当性をラット DDI
試験で検証した。
第３節では、第２節で構築した予測法を用いて、ヒトにおける luseogliflozin
の miglitol との DDI ポテンシャルについて予測を行い、この予測結果が、実際に
行ったヒトにおける DDI 試験の結果と符合したことから、本予測法の信頼性及
び有用性が高いことが示された。
4第 1 章 生体試料中単糖類の LC-MS/MS 分析に向けたクリーン
アップ法の構築
一般的な単糖類の分析法として、HPLC による示唆屈折率検出法 13)、蛍光検出























5-Thio-D-glucose は Fluka/Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) から購入した。
安定同位体標識された内標準物質（ internal standard: IS）の 13C6-5-thio-D-glucose
は大正製薬（株）で合成したものを用いた。D(+)-Glucose 及び D(-)-fructose は和
光純薬（株）から購入したものを使用した。その他の試薬及び溶媒は市販の特級
品または HPLC 用を用いた。








機器： 2795 Separation module（Waters, Milford, MA）
分析カラム： Asahipak NH2P-50 2D（150 mm×2.0 mm I.D.、粒


























































































機器： 2795 Separation module（Waters, Milford, MA）




40 psi（約 276 kPa）
ターボガス（GS2：ドライエアー）：
20 psi（約 138 kPa）






測定対象物質 Precursor ion Product ion コリジョンエネルギー（V）
5-Thio-D-glucose m/z 195 m/z 105 -14
IS m/z 201 m/z 108 -14
標準溶液の調製
5-Thio-D-glucose の 5.0 mg を正確に量り、水に溶解した後、正確に 5 mL として
1000 µg/mL の標準原液を調製した。この標準原液を適宜水で希釈して、一連の
5-thio-D-glucose 標準溶液（1 μg/mL～300 μg/mL）を調製した。IS 標準溶液は 5.0
7mg を正確に量り、水に溶解した後、正確に 50 mL として 100 µg/mL の IS 原液を
調製後、この IS 原液をさらに水で希釈し、1 μg/mL の IS 溶液を調製した。これ
らの標準溶液はいずれも 4℃で保存した。
添加血漿の調製
検量線の作成及び QC 試料は、各濃度の 5-thio-D-glucose 標準溶液各々5 µ L を
ラットブランク血漿 495 µ L に添加、撹拌することにより得た（10～3000 ng/mL）。
検量線
検量線は、5-thio-D-glucose の濃度が 10、30、100、300、1000、3000 ng/mL と
なるように調製した 6 種の添加血漿を分析し、これらの血漿中濃度をｘ、 IS (1




ブランク試料（血漿量：50 µL a ）に水 10 µL b を添加した。ゼロ試料、検量線
用標準試料溶液及び QC 試料（血漿量：各 50 µL a ）に IS 溶液（1000 ng/mL）10
µLb を添加した。これらの試料にアセトニトリル／メタノール（90:10、v/v）300
µL c を添加してボルテックスミキサーにて 30 秒間撹拌した後、微量高速冷却遠
心機にて遠心分離（設定値：4°C、10000 g、5 分間）した。上清を 10 mL 容の
ガラス製試験管に移し、恒温水槽で 60°C（設定値）加温下窒素ガスにて蒸発乾
固した。残留物に水 100 µL を添加して再溶解した後、予めメタノール 1000 µL、
水 1000 µL でコンディショニングした固相抽出カートリッジ Bond Elut DEA（100
mg/1 mL; Varian）に添加した。さらに水 800 µL を加え溶出［冷却遠心機にて遠
心（設定値：4°C、1000 rpm、5 分間）］し、この溶出液を恒温水槽で 60°C（設定
値）加温下窒素ガスにて蒸発乾固した。残留物に水 100 µL を添加して再溶解し
た後、Ultrafree-MC（Millipore）に添加し、微量高速冷却遠心機にて遠心ろ過（設
定値：4°C、10000 g、5 分間）した。そのろ液 50 µL にアセトニトリル 50 µL を
添加、混和し、その 5 µLd を LC-MS/MS システムに注入した。
なお、ヒト血漿試料の前処理の場合は、注釈 a, b, c, d をそれぞれ 100 µL, 20 µL,
600 µL, 3 µL とした。
8ブランク試料
（血漿量：各 50 µL a ）
ゼロ試料、検量線用標準試料溶液及び
QC 試料（血漿量：各 50 µL a ）








Bond Elut DEA（100 mg/1 mL）





Ultrafree-MC（0.22 µm）［遠心ろ過（設定値：4°C、10000 g、5 分間）］
ろ液 50 µL
アセトニトリル 50 µL
5 µL d を LC/MS/MS システムに注入
動物実験
すべての動物飼育及び実験は大正製薬株式会社の動物実験に関する規程及び




らに、50 mg/kg/day 投与群については、そのまま 14 日間反復経口投与した。採
9血は単回投与後 1、2、4、8、24 h、さらに 50 mg/kg/day 投与群については 7 日
間反復投与後 24 h、14 日間反復投与前及び投与後 1、2、4、8、24 h に、ヘパリ
ンナトリウム処理した注射筒を用いて頸静脈より行った。採取した血液は速やか
に氷中に保存後、血漿分離し、LC-MS/MS による分析まで -80°C で保管した。
PK 解析












1-2-1 LCによる 5-thio-D-glucose とD(+)-glucose及びD(-)-fructoseとのク
ロマト分離条件の検討
5-Thio-D-glucose はその物性上、負イオンモードでイオン化されるが、血漿中
には同モードでイオン化される、D(+)-glucose や D(-)-fructose（Fig. 1）などの単
糖類が大量に存在する。特に D(+)-glucose の血漿中濃度は非摂食時でも 0.8～1
mg/mL21)にも達するため、この D(+)-glucose と 5-thio-D-glucose をクロマト分離
せずに同時に分析カラムから溶出しイオン化すると、5-thio-D-glucose のイオン
化は大きく抑制される可能性が考えられた。実際に、1 mg/mL の D(+)-glucose と
5-thio-D-glucose （ 目 標 感 度 と し て 10 ng/mL ） を 同 時 に 溶 出 し た と こ ろ 、
5-thio-D-glucose の検出感度は単独で溶出、イオン化した場合の約 1/3 に減少し
た。そこで、糖分析カラムとして、Asahipak NH2P カラムを用い、移動相として
ア セ ト ニ ト リ ル と 水 の グ ラ ジ ュ エ ン ト 条 件 を 最 適 化 す る こ と に よ り 、
5-thio-D-glucose と D(+)-glucose 及び D(-)-fructose とをクロマト分離することが
できた（Fig. 2）。これにより、血漿中に多量に存在する D(+)-glucose によるイオ
10
ン化抑制を回避することに成功した。
Fig. 2 Typical MRM chromatograms of synthetic compounds in aqueous
solutions using Asahipak NH2P column: (A) D(-)-fructose (m/z 179→89); (B) 




precipitation: PPT）、液‐液抽出法及び固相抽出法（ solid phase extraction: SPE）
などが知られている。これらの中では PPT が最もシンプルな前処理法である 22),











5-thio-D-glucose の 酸 性 度 は 非 常 に 低 い こ と か ら 、 一 般 的 な 抽 出 手 法
（ retention-cleanup-elution）でのクリーンアップは困難であると考えられた。そ
こで、発想を転換し、イオン交換カラムにイオン化抑制物質を保持させ、
5-thio-D-glucose を 保 持 さ せ ず に パ ス ス ル ー さ せ る こ と に よ っ て 分 離 す る
pass-through-cleanup ストラテジーが最適であると考え、検討を行った。弱陰イ












つ効率的に生成させることができ、10 ng/mL のピークを十分な S/N 比とともに
検出することに成功した（Fig. 3）。また、回収率は 60％以上であった（Table 1）。








Fig. 3 Representative chromatograms of 5-thio-D-glucose and IS in rat plasma
(A: single blank, B: 10 ng/mL lower limit of quantification (LLOQ) sample).
5-Thio-D-glucose (left panel), IS (right panel) .







24 62.6 2.5 4.0
240 64.7 3.3 5.1
2400 61.4 2.4 3.9







































Table 2 Calibration curves for 5-thio-D-glucose in rat plasma
1st day 2nd day 3rd day 1st day 2nd day 3rd day
10 9.94 9.91 10.0 -0.6 -0.9 0.0
30 30.6 30.6 29.8 +2.0 +2.0 -0.7
100 100 102 100 0.0 +2.0 -0.2
300 299 302 310 -0.3 +0.7 +3.3
1000 993 972 982 -0.7 -2.8 -1.8
3000 2980 2970 2980 -0.7 -1.0 -0.7
Slope 0.00657 0.00634 0.00650
Y-intercept -0.00545 0.00248 0.00317









Table 3 Precision and accuracy for the determination of 5-thio-D-glucose in rat plasma
%CV %RE %CV %RE
10 6.1 -2.8 4.3 -4.0
24 0.9 +5.4 3.3 +0.8
240 1.2 0.0 1.4 +0.4









その結果、ヒト血漿試料においても定量下限が 10 ng/mL のピークを十分な S/N




Fig. 4 Representative chromatograms of 5-thio-D-glucose and IS in human plasma
(A: single blank, B: 10 ng/mL LLOQ sample). 5-Thio-D-glucose (left panel), IS
(right panel).
Table 4 Calibration curves for 5-thio-D-glucose in human plasma
1st day 2nd day 3rd day 1st day 2nd day 3rd day
10 9.92 9.89 9.91 -0.8 -1.1 -0.9
30 30.9 31.1 30.7 +3.0 +3.7 +2.3
100 100 101 102 0.0 +1.0 +2.0
300 292 297 299 -2.7 -1.0 -0.3
1000 1010 977 999 +1.0 -2.3 -0.1
3000 3000 3000 2920 0.0 0.0 -2.7
Slope 0.00653 0.00673 0.00665
Y-intercept -0.000342 -0.00288 -0.00273
ra 0.9998 0.9997 0.9998












































Table 5 Precision and accuracy for the determination of 5-thio-D-glucose in human plasma
%CV %RE %CV %RE
10 3.6 -0.6 3.0 -0.6
24 1.5 +1.7 2.1 +0.8
240 0.8 -1.3 0.8 -1.3













24 61.0 1.3 2.1
240 65.6 1.4 2.1
2400 67.4 2.7 4.0




1-2-3 ラットにおける 5-thio-D-glucose の PK プロファイルの測定
5-Thio-D-glucose は、摂餌量の増加 24), 25)、GABA（gamma-aminobutyric acid）
受容体ターンオーバーの促進 26), 27)、雄性稔性の調節 28), 29 )、 in vitro での腫瘍細
胞生長の抑制 30)、streptozocin 誘発糖尿における β 細胞毒性に対する保護作用 31),
32)や、グルコース輸送の阻害 33)など、生体に様々な影響を及ぼすことが報告さ
れている。しかしながら、生体試料中の 5-thio-D-glucose の定量法としては、こ
れまでにハムスターやウサギの生体試料中放射性標識体（ 35S or 3H）を測定した
もの 34), 35)しか無く、ラット血漿に関する定量法及び PK データについては報告
例がない。
そ こ で 、 前 項 で 構 築 し た ク リ ー ン ア ッ プ 法 を 適 用 し た 分 析 法 を 用 い て
5-thio-D-glucose のラット PK プロファイルを検討した。ラットに非絶食下、
5-thio-D-glucose を 6.25、12.5、25.0、50.0 mg/kg で単回経口投与後 1、2、4、8、
24 h の血漿試料（n=5）、検量線及び QC 試料について多検体の分析を行ったとこ
ろ、全検体を通じて感度及び保持時間は安定し、また分析カラムが急激に劣化す
るようなことはなかった。測定の結果、6.25～50.0 mg/kg までの薬物曝露の用量
相関性は良好であり、血漿中濃度は 1 h が最も高かったことから、5-thio-D-glucose
の吸収は比較的速いと考えられた（Table 7）。さらに、ラットに 14 日間反復投与
16
後 24 h までの血漿中濃度測定を行った。その濃度推移について 2‐コンパート
メントモデルで解析を行った結果、実測値と解析結果は非常に良好に合致し（Fig.







Table 7 Plasma concentrations of 5-thio-D-glucose in male rats given single oral administration of 5-thio-D-glucose
1 h 2 h 4 h 8 h 24 h
6.25 Mean 5970 3000 980 210 6.74
S.D. 773 520 119 65.6 6.16
12.5 Mean 11200 4680 1540 566 16.4
S.D. 907 879 651 328 5.90
25.0 Mean 22600 9850 2730 1600 27.7
S.D. 1540 1140 827 756 3.26
50.0 Mean 44700 20100 5670 2070 49.1
S.D. 8750 5050 718 1170 12.4
Dose
(mg/kg)
Plasma concentration (ng/mL) (n=5)
17
Fig. 5  Experimental values of plasma concentration (■) and WinNonlin modeling 
simulation (—) for 14 repeat oral doses of 5-thio-D-glucose (50 mg/kg/day).






Freeze-thaw stability (6 cycles) 24 106.3
2400 100.0
Short-term stability (room temperature for 4h) 24 98.6
2400 110.9
Long-term stability (-20°C for 42 days) 24 105.9
2400 102.7
Long-term stability (-70°C for 42 days) 24 107.7
2400 102.3































2400 x10 2550 35.1 1.4 +6.3


















第 2 章 腸管吸収におけるトランスポーターを介した薬物‐薬
物間相互作用予測法の構築





本章では、糖の吸収に関わる TP である SGLT1 を介して吸収されることが知ら
れている miglitol 36), 37 ) 及び SGLT1 阻害作用をもつ luseogliflozin を例に、腸管
吸収における TP を介した DDI ポテンシャルを正確に評価するための方法を構築
するための検討を行った。
SGLT1 は糖の吸収に関わる TP である sodium/glucose cotransporter（SGLT）の
一種で、発現部位は主に小腸であり、SGLT では他に腎近位尿細管に発現してい
る SGLT2 などが知られている 18), 38) , 39 )。
Miglitol は腸管での炭水化物の消化・吸収を遅らせることにより、食後の急激
な血糖上昇を抑制する働きを持つ α-グルコシダーゼ阻害剤（α-GI） 40）であり、
SGLT1 を介して吸収されることが知られている。単剤投与 41) -44)及び糖尿病治療
薬との併用投与 45)及びインスリンとの併用投与 46)においても食後過血糖を大き
く抑制 47)することから、有用な糖尿病治療薬として広く使用されている。さら
に最近、反応性低血糖に関する有効性においては、他の 2 つの α-GI（voglibose







の SGLT2 選択的阻害薬である 50),51 ) ,52) 。SGLT2 選択的阻害薬は、グルコースの





られている（自然の産物である）SGLT 非選択的阻害剤の phlorizin と類似の基本
20
構造を保有しており 54), 55 )、弱いながらも SGLT1 の阻害活性を併せ持っている 51)。
Luseogliflozin はその中でも比較的選択性は高いが、臨床用量（5 mg）を水 250 mL
に溶かした濃度（ [I2]）は SGLT1 の IC50 値より 10 倍以上高くなるため、FDA の
DDI ドラフトガイダンス 5) に示された臨床 DDI 試験の実施を考慮するケース
（ [I2]/SGLT1 IC50 ≥ 10）に該当する。
以上の背景から、miglitol と luseogliflozin の併用によって、miglitol の吸収が
阻害されるかどうかの検討をモデルケースとして、腸管吸収における TP を介し
た DDI ポテンシャル予測法の構築を行うこととした。
第 1 節 ラット血漿中 miglitol の高感度定量法の開発と PK プロファイル
の解明
DDI 予測法構築には、まず、miglitol のラットにおける PK プロファイルが必








Miglitol は Toronto Research Chemicals Inc. より購入した。安定同位体標識され
た IS： 2H4-miglitol は大正製薬（株）で合成したものを用いた（Fig. 6）。その他
の試薬及び溶媒は市販の特級品または HPLC 用を用いた。





























機器： Shimadzu LC-20AD pumps, SIL-HTc autosampler,
CTO-10AC column oven（Shimadzu, Tokyo, Japan）
分析カラム： XBridgeTM Amide column（50 mm×4.6 mm I.D.、粒
径 3.5 µm; Waters, Milford, MA）
移動相： A：10mmol/L 酢酸アンモニウム
B：アセトニト リル ：メタノール








































機器： TQ5500（AB SCIEX, Foster City, CA, USA）












測定対象物質 Precursor ion Product ion コリジョンエネルギー
（eV）
Miglitol m/z 208 m/z 146 25
IS m/z 212 m/z 176 27
標準溶液の調製
Miglitol の 1.0 mg を正確に量り、メタノールに溶解した後、正確に 10 mL とし
て 100 µg/mL の標準原液を調製した。この標準原液を適宜水で希釈して、一連の
miglitol 標準溶液（2.5 ng/mL～500 ng/mL）を調製した。 IS 標準溶液は 1.0 mg を
正確に量り、メタノールに溶解した後、正確に 10 mL として 100 µg/mL の IS 原
液を調製後、この IS 原液をさらに水で希釈し、25 ng/mL の IS 溶液を調製した。
これらの標準溶液はいずれも 4℃で保存した。
添加血漿の調製
検量線の作成及びバリデーション試験用の QC 試料は、各濃度の miglitol 標準
溶液各々10 µ L をラットブランク血漿 50 µ L に添加、撹拌することにより得た
（0.5～100 ng/mL）。
検量線
検量線は、miglitol の濃度が 0.5、1、3、5、10、30、50、100 ng/mL となるよ
うに調製した 8 種の添加血漿を分析し、血漿中濃度をｘ、IS（25 ng/mL）に対す
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ブランク試料（血漿量：50 µL）に水 10 µL を添加した。ゼロ試料、検量線用
標準試料溶液及び QC 試料（血漿量：各 50 µL）に IS 溶液（25 ng/mL）20 µL を
添加した。これらの試料にアセトニトリル／28％アンモニア水溶液（98:2、v/v）
200 µL を添加してボルテックスミキサーにて 30 秒間撹拌した後、微量高速冷却
遠心機にて遠心分離（設定値：4°C、10600 g、1 分間）した。上清を、予めア
セトニトリル／28％アンモニア水溶液（98:2、v/v）200 µL でコンディショニン
グした固相抽出カートリッジ Mono Spin C18-CX（ジーエルサイエンス）に添加
した。微量高速冷却遠心機にて遠心ろ過（設定値：4°C、10600 g、1 分間）した。




QC 試料（血漿量：各 50 µL）







（28% アンモニア水溶液／アセトニトリル（2:98、v/v）200 µL でコンディショニング）
遠心ろ過（設定値：4°C、10000 g、1 分間）








は投与後 0.083、0.25、0.5、1、2、4、8、24 h に、ヘパリンナトリウム処理した
採血管を用いて尾静脈より行った。採取した血液は速やかに血漿分離し、
LC-MS/MS による分析まで -80°C で保管した。
PK 解析




2-1-2-1 ラット血漿中 miglitol の高感度定量法の開発
ラット血漿中 miglitol の高感度定量法を開発するため、第 1 章において構築し
た方法論、すなわち pass-through-cleanup 法の SPE を前処理法として適用した。




（DEA; 陰イオン交換）→③再溶解で脂質を除去、の 3 ステップで前処理したが、





きると考えた。さらに、miglitol の logP 値は -2.7 であるため、シリカ表面に結合
した C18 には保持されないこと、pKb は 8.22 であることから 9.0 以上のアルカリ
性では分子型で存在し、イオン交換基にも全く保持されなくなると考えられるこ
と か ら 、 ア ン モ ニ ア で ア ル カ リ 性 に 傾 け る こ と に よ っ て 、 よ り 効 率 的 に
pass-through-cleanup 法で抽出でき、回収率も向上すると考えられた。実際に、
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除タンパク及び SPE の平衡化溶媒としてアセトニトリル /28% アンモニア溶液
（98:2, v/v）を採用することによって、①PPT→②SPE（C18-CX）の 2 ステップ
で、回収率 75%以上（Table 10）の結果を得ることができた。また、6 個体のブ
ランク血漿を用いて、マトリックスの影響について確認したところ、得られた定
量値の精度（%CV）は 2.9%、真度（%RE）は -4.4～+4.4%であり（Table 11）、
バラツキの少ない良好な結果が得られた。
0.8 74.7 1.7 2.2
8 75.6 1.2 1.6
80 75.5 1.1 1.5
I.S.
(n=5) 25 78.5 1.6 2.0































なお同時に、比較のため、ヒト血漿中 miglitol 測定法の報告例 58),59) を参考に
液‐液抽出での検討も行った。既報を参考にし、100 μL の血漿をアセトニトリ
ルで除タンパクした後に、クロロホルムでクリーンアップし、ODS カラムで分




ン ア ッ プ が 必 要 と 考 え ら れ た こ と か ら 、 著 者 ら が 考 案 し た 上 述 の










使用できるアミドカラムとして XBridgeTM amide column を選択した。LC-MS/MS
でのモニターイオンは、miglitol について m/z 208→m/z 146 を、 IS について m/z
212→m/z 176 を選択した。一般的には安定同位体標識の IS では、測定対象物質
と同様の（同じ構造由来の）モニターイオンを選択するが、ラット血漿において
は、該当のイオン（m/z 212→m/z 150）では妨害物質が検出されたため、m/z
212→m/z 176 を選択し、妨害物質の影響を回避した（Fig. 7）。
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Fig. 7 Representative chromatograms of miglitol and IS in rat plasma (A, zero
sample; B, 0.5 ng/mL LLOQ sample; C, 100 ng/mL ULOQ sample; D, 1-h post-dose



































































































































とができ、0.5 ng/mL のピークを十分な S/N 比とともに検出することに成功した




（%CV）は 1.5～3.3%、真度（%RE）は -5.0～+3.0%であった（Table 13）。
以上の結果より、高選択、高感度（定量下限：0.5 ng/mL）のラット血漿中 miglitol
の定量法を開発することができた。
1st day 2nd day 3rd day 1st day 2nd day 3rd day
0.5 0.492 0.496 0.492 -1.6 -0.8 -1.6
1 1.01 0.997 1.00 1.0 -0.3 0.0
3 3.09 3.11 3.26 3.0 3.7 8.7
5 5.20 5.15 5.13 4.0 3.0 2.6
10 10.2 10.1 10.1 2.0 1.0 1.0
30 30.5 30.1 29.7 1.7 0.3 -1.0
50 49.3 49.8 49.8 -1.4 -0.4 -0.4
100 90.6 93.4 90.8 -9.4 -6.6 -9.2
Slope 0.253 0.252 0.260
Y-intercept 0.00921 0.01060 0.01400
r : Correlation coefficient 0.9988 0.9993 0.9984
Table 12 Calibration curves for miglitol in rat plasma





%CV %RE %CV %RE
0.5 0.6 -1.4 2.2 -1.8
0.8 3.3 +0.8 3.3 -0.4
8 1.1 +3.4 1.5 +3.0
80 1.1 -4.8 1.7 -5.0
Table 13 Precision and accuracy for the determination of miglitol in rat
Miglitol
Intra-assay (n=5) Inter-assay (n=15)Nominal
concentration (ng/mL)Analyte
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2-1-2-2 ラット血漿中 miglitol 濃度測定法バリデーション
前項で開発した分析法を用い、FDA の Bioanalytical method validation ガイド





ついては、前項で示した（選択性：Fig. 7、検量線：Table 12、再現性：Table 13、
回収率：Table 10、マトリックスの影響：Table 11）。
安定性
安定性の結果を Table 14 に示す。ラット血漿における 3 回凍結（ -20 ± 5°C 及
び -70°C 以下）融解後の血漿中 miglitol の残存率は、順に 101.1～103.4%及び 98.7
～103.8%であった。室温で約 6 時間放置後の miglitol の残存率は、99.0～99.3%
であった。冷凍（ -20 ± 5°C 及び -70°C 以下）で 16 週間保存後の miglitol の残存
率は、99.0～101.5%及び 100.5～102.2%であった。オートサンプラー中（設定値：
10°C）で約 72 時間保存後の測定実測試料中 miglitol の残存率は、102.2～103.8%
であり、バリデーションの判断基準を満たした。
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Freeze-thaw stability (-20°C, 3 cycles)
0.8 0.824 103.4
80 75.1 101.1
Freeze-thaw stability (-80°C, 3 cycles)
0.8 0.827 103.8
80 74.8 98.7
Short-term stability (room temperature for 6 hours)
0.8 0.798 99.3
80 75.7 99.0
Long-term stability (-20°C for 16 weeks)
0.8 0.784 99.0
80 76.9 101.5
Long-term stability (-80°C for 16 weeks)
0.8 0.796 100.5
80 77.5 102.2
Post-preparative stability (10°C for 72 hours)
0.8 0.822 103.8
80 77.5 102.2














希釈の妥当性の結果を Table 15 に示す。ラット血漿における希釈の影響試験用
QC 試料を希釈（5、10、50 倍）して測定した結果、得られた定量値の精度（%CV）
は 0.6～1.1%、真度（%RE）は -4.8～ -3.3%であり、バリデーションの判断基準を
満たした。
300 ×5 290 1.6 0.6 -3.3
600 ×10 578 6 1.0 -3.6
3000 ×50 2856 30 1.1 -4.8














2-1-2-3 ラットにおける miglitol の PK プロファイルの解明
前節で開発したラット血漿中 miglitol 濃度測定法を使用し、miglitol をラット
へ静脈内及び経口投与後の PK データを収集した。ラットに miglitol を 1.5 mg/kg
単回静脈内投与後、消失半減期（ terminal half-life: t1/2）4.2 h、全身クリアランス
は 1170 mL/h/kg で消失した。分布容積は 942 mL/kg であった。単回経口投与後、
0.46 h で Cmax は 867 ng/mL に達した。静脈内投与後と経口投与後の area under the
curve（AUC）から算出した bioavailability は 68.9％であり、ラットにおいて miglitol
の生物学的利用能は高いと考えられた。経口投与後の AUC は 905 ng･h/mL であ
り（Table 16, Fig. 8）、これは 3H-miglitol を用いて定量した既報のデータ 5 6）を投
与量換算したものに対し 70%程度の値であった。
mean ± SD mean ± SD
CL (mL/h/kg) 1170 ± 220
Vd (mL/kg) 942 ± 421
t1/2 (h) 4.2 ± 2.3 2.8 ± 2.1
Cmax (ng/mL) 867 ± 173
Tmax (h) 0.46 ± 0.10
AUC 0-t (ng･h/mL) 1310 ± 223 905 ± 77.9






Table 16 Pharmacokinetic parameters after a single oral and intravenous administration of
miglitol (1.5 mg/kg) to rats.
Pharmacokinetic parameter Oral administration (n=6)Intravenous administration (n=3)
–
CL, total plasma clearance; Vd, volume of distribution; t1/ 2, terminal half-life; Cma x, maximum
level; Tmax, t ime of Cmax ; AUC0- t, area under the curve from zero to time t; AUC0-∞ , area under
the curve from zero to infinity.
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Fig. 8 Plasma concentration-time profiles of miglitol following single oral and
intravenous administrations of miglitol (1.5 mg/kg) to rats. Data are expressed as mean
± S.D. (oral n = 6; intravenous n = 3).
2-1-3 小括
DDI 予測法構築には、まず、miglitol のラットにおける PK プロファイルを明






























本節では、第１節で収集した miglitol のラット PK プロファイルをもとに、







2H5-luseogliflozin は大正製薬（株）で合成したものを用いた。Phlorizin は Toronto
Research Chemicals Inc.（North York, Ontario, Canada）から購入した（Fig. 9）。
Miglitol 及び 2H4-miglitol は前章と同様のものを使用した。
Methyl-α-D-glucopyranoside (α-MG) 及び [14C] α-MG はそれぞれ Sigma-Aldrich
（St. Louis, MO）及び PerkinElmer（Tokyo, Japan）から購入した。その他の試薬
及び溶媒は市販の特級品または HPLC 用を用いた。
























検量線や QC 試料の調製に使用したラット血漿は Charles River Laboratories
Japan （Kanagawa, Japan）より購入した。
SGLT1 に対する阻害作用
American Type Culture Collection（ATCC, Rockville, MD）から入手したチャイ
ニーズハムスター卵巣由来 CHO-K1 細胞に、ヒト SGLT1（hSGLT1; Genbank
Accession number, NM_000343）プラスミドベクター（pcDNA3.1/Hygro(+)）を安
定導入した。ヒト SGLT1 発現細胞を、10%ウシ胎児血清、250 μg/mL Hygromycin
を含む F-10 培地で 2 日間培養した。アフリカミドリザル腎臓由来 COS-7 細胞は
ATCC より入手し、遺伝子導入の前日まで 10%ウシ胎児血清を含む Dulbecco's
Modified Eagle's Medium 培地にて 96 ウェルプレート内で培養した。COS-7 細胞
にラット SGLT1（ rSGLT1）プラスミドベクターを一過性導入し、1 日培養した。
hSGLT1 または rSGLT1 発現細胞を、前処理用緩衝液（140 mM Choline chloride,
2 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 5 mM Tris, pH 7.2–7.4）に
37℃下で 20 分間インキュベートした後、α-MG（ [14C]-α-MG、α-MG 混液）及び
複数の濃度の試験物質または溶媒（DMSO）を含む反応用の緩衝液（140 mM NaCl,
2 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 5 mM Tris, pH 7.2–7.4）に
37℃下で 20 または 30 分間インキュベートした。本操作はトリプリケートにて実
施した。Sodium/glucose cotransporter の基質である α-MG 濃度は、hSGLT1 評価に
おいて 1 mM、rSGLT1 の評価において 500 μΜ に設定した。細胞内取り込み試験
を開始した後、10 mM の α-MG を含む前処理用緩衝液にて 2 回細胞を洗浄する
ことにより反応終了とした。さらに細胞を 0.25 M の NaOH で溶解した。細胞内
に取り込まれた放射標識体は液体シンチレーションカウンターにより測定した。
また、ナトリウム非依存的な細胞内取り込み量は、α-MG 及び溶媒（DMSO）を
含むナトリウム不含反応用緩衝液（140 mM Choline Chloride, 2 mM KCl, 1 mM
CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 5 mM Tris, pH 7.2–7.4）を用いて評価した。ナ
トリウム依存的な α-MG の細胞内取り込みは反応用緩衝液にて評価した際の細
胞内放射能量からナトリウム不含反応用緩衝液での放射能量を差し引くことで
算出した。 IC50 値は SAS 8.2（SAS Institute Inc.）を用いて算出した。
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GastroPlusTM を用いた腸管における IC50 値の 10 倍超える濃度の
持続時間（Time Spent Above a Value 10-fold higher than the IC50
Value：TAIC）の算出
腸管濃度のシミュレーションには、GastroPlusTM（Simulation Plus Inc., Lancaster,
CA）Ver.8、ACAT モデル 61) を使用した。ACAT モデルは、Yu62）らが開発した
Compartmental Absorption and Transit（CAT）モデルを、Advanced Compartmental
Absorption and Transit（ACAT）モデルとして発展させたシミュレーションソフト
ウェアで、経口投与製剤の腸管内の挙動、薬物の血中移行を解析・予測できる。
Luseogliflozin と positive control として使用した phlorizin の腸管における TAIC
は、以下のフローに従って算出した。
1) Effective permeability（Pe ff）値の算出
吸収速度定数 (Ka) は、GastroPlusTM の PKPlusTM モジュールを使用し、ラ
ットに luseogliflozin を経口投与後の血漿中濃度‐時間データを 2-コンパート
メントモデルで解析することによって算出した。ラットにおける phlorizin の
Ka 値についても同様にして算出した。Pe ff 値は下記の式 (1) 63) にしたがって
算出した。
（1）
V; 管腔体積 , S; 表面積 , r; 管腔直径（ラット： 0.18 cm 64））




間は推奨値の 0.1 h を入力した。Luseogliflozin と phlorizin のラットにおける
PK パラメータ（CL、Vc、k12、k21）は PKPlusTM を用いて静脈内投与後の血
漿中濃度‐時間データにフィッティングすることにより取得した。ヒトにお















Fh; hepatic availability, Fg; intestinal availability
腎クリアランスの寄与は無視できると仮定し、肝クリアランスを全身クリ
アランスと同等と設定した。ラットにおける luseogliflozin と phlorizin の Fh
と Fg 値は以下の式（2）及び（3）により算出した。
Fh = 1 - (CL / Rb) / Qh （2）
Fg = F / (Fa × Fh) （3）
肝血流量（Qh）；4.2 L/h/kg 66)
Fa; fraction absorbed value, Rb; blood/plasma ratio
なお、ヒトにおいては PK パラメータ（CL/F、Vc/F）に F 関連パラメータ
が含まれるため、FPE 値はゼロを入力した。










ラットにおける PK 及び DDI 試験
すべての動物飼育及び実験は大正製薬株式会社の動物実験に関する規程及び
Guidelines for Proper Conduct of Animal Experiments（日本学術会議）に従って行
った。




RC2 Rodent Anesthesia System（VetEquip, Inc., Pleasanton, CA）を使用し、3％イ
ソフルラン麻酔、酸素流速 0.5–1 L/min の条件下で頸静脈より実施した。経口投
与は胃ゾンデを用いて実施した。採血は投与後 0.83、0.25、0.5、1、2、4、8、
24 h に尾静脈より行い、血漿分離した後、LC-MS/MS による分析まで -80°C で保
管した。
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Table 17 Input parameters for GastroPlusTM that were used to simulate the luminal concentrations
Property Luseogliflozin in rats Phlorizin in rats Luseogliflozin in humans
Input data Reference/Remarks Input data Reference/Remarks Input data Reference/Remarks
Physicochemical
parameters
Molecular Formula C23H30O6S - C21H24O10 - C23H30O6S -
Molecular Weight (g/mol) 434.55 - 436.42 - 434.55 -
Reference logP (@pH) 2.2 (-1) In-house data 0.25 (-1) Estimated byADMET PredictorTM 2.2 (-1) In-house data
Dosage Form IR: Solution - IR: Suspension - IR: Tablet -
Initial Dose (mg) 0.03 - 12 - 5 -
Dose Volume (mL) 2 - 2 - 250 -
Solubility




ADMET PredictorTM 0.0771 In-house data





Mean Particle Radius (μm) 3.03 In-house data 25.0 Default value 1.22 In-house data





was changed to 0.1 h.
Rat-fasted The stomach transit timewas changed to 0.1 h. Human-fasted -







Body Weight (kg) 0.30 - 0.30 - 60 -
FPE Intestinal 45.7 Estimated 98.8 Estimated 0 -
FPE Liver 73.3 Estimated 65.4 Estimated 0 -
Blood/plasma
Concentration Ratio 0.536 In-house data 0.930
Estimated by
ADMET PredictorTM 0.599 In-house data
Use Exp Plasma Fup (%) 5.40 In-house data 6.71 Estimated byADMET PredictorTM 4.00 In-house data
Renal Clearance (L/h/kg) 0 - 0 - 0 -
model 2-compartment - 2-compartment - 2-compartment -
CL (L/h) 0.495
Fitted from
0.1 mg/kg i.v. data
0.766
Fitted from




5 mg/man p.o. dataVc (L/kg) 1.21 0.877
Vc/F (L/kg)
0.358
k12 (1/h) 0.384 0.0352 0.433
k21 (1/h) 0.271 0.535 0.583
Peff, effective permeability; ASF, absorption scaling factor; FPE, first-pass effect; CL, clearance; Vc, central volume of distribution; k12, rate constant for compartments 1 to 2;
k21, rate constant for compartments 2 to 1; IR, immediate release; Ka, absorption rate constant; F, bioavailability
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Table 18 Dose regimens and formulations in the pharmacokinetic and interaction studies in rats





Luseogliflozin iv 3 0.1 0.1 10% HP-β-CD solution
Phlorizin iv 3 4 4 PEG400/Saline (4:6,v/v) solution
Luseogliflozin po 6 0.1 0.015a 0.5% CMC-Na solution
Phlorizin po 6 40 6 0.5% CMC-Na suspension
Interaction













N, number of animals; 10% HP-β-CD, 10% hydroxy propyl β cyclodextrin; PEG400, polyethlene glycol 400; 
CMC-Na, carboxy methyl cellulose sodium.
a The concentration values were set based on those clinical dose regimens.
TAIC/Tmaxの算出
小腸における luseogliflozin 及び phlorizin の TAIC が miglitol の Tma x に占める





準じた。Luseogliflozin 及び phlorizin 濃度の測定は miglitol の定量で用いた装置
を使用し、測定条件については以下のとおりに設定した。分析カラムは Inertsil
ODS-3 column（ 2.1 mm I.D.  50 mm, 5-µm particle size; GL Science, Tokyo, Japan）
を用い、移動相は 1 mmol/L 酢酸アンモニウムとア セ ト ニ ト リ ル を グ ラ ジ ュ エ
ン ト モ ー ド で 使 用 し た 。検出モードは負イオンモードで、 luseogliflozin は m/z
433 → m/z 104 を、 phlorizin は m/z  435 → m/z 273 をモニターした。
標準溶液の調製
Miglitol については前節に準じた。Luseogliflozin は 10 mg を正確に量り、メタ
ノールに溶解した後、正確に 100 mL として 100 µg/mL の標準原液を調製した。
この標準原液を適宜メタノールで希釈して、一連の luseogliflozin 標準溶液（ 0.2







溶解した後、正確に 10 mL として 100 µg/mL の標準原液を調製した。この標準原
液を適宜メタノールで希釈して、一連の phlorizin 標準溶液（ 0.2 ng/mL～ 500
ng/mL）を調製した。IS 標準溶液は 10 mg を正確に量り、メタノールに溶解した
後、正確に 100 mL として 100 µg/mL の IS 原液を調製後、この IS 原液をさらに
メタノールで希釈し、 100 ng/mL の IS 溶液を調製した。これらの標準溶液はい
ずれも 4℃で保存した。
添加血漿の調製
検量線の作成及びバリデーション試験用の QC 試料は、各濃度の luseogliflozin
または phlorizin 標準溶液 25 µ L を各々ラットブランク血漿 50 µ L に添加、撹拌
することにより得た（ 0.1～ 250 ng/mL）。
検量線
検量線は、luseogliflozin または phlorizin の濃度が 0.1、0.3、1、5、10、50、100、
250 ng/mL となるように調製した 8 種の添加血漿を分析し、添加血漿を x、IS（ 100
ng/mL）に対する luseogliflozin または phlorizin のピーク面積比を y として直線
回帰することにより得た。重みファクターは 1/x を採用した。
前処理法
ラット血漿中 miglitol の前処理は前節に準じた。Luseogliflozin 及び phlorizin
については以下の方法で前処理を行った。 50 µL のラット血漿に IS 溶液（ 100
ng/mL） 25 µL と 10 mmol/L の酢酸アンモニウム溶液 500 µL を添加し混和した。
活性化及び平衡化した OASIS HLB cartridges（ 30 mg/1 cc; Waters, Milford, MA）
にサンプルをロードし、洗浄後、 1 mL のメタノール /酢酸（ 100:0.1, v/v）を添加
し、遠心（ preset values: 200×g , 4C, 1 min）した。溶出液を蒸発乾固した後、100
µL のアセトニトリル /10 mmol/L 酢酸アンモニウム溶液（ 20:80, v/v）で再溶解し








DDI ポテンシャルの予測は、以下の 4 つの主な step により行った。 [step1]





から、TP の IC50 値の 10 倍を超える濃度の持続時間（TAIC）の算出、[step4] 腸
管の TP を介して吸収される薬物の Tma x に対する TAIC の割合をもとに DDI ポテ






陽性の問題が報告 8) されている。第二に、SGLT1 は刷子縁膜上に発現している
39 )ため、腸管の管腔内の luseogliflozin の濃度と SGLT1 の結合サイトの濃度は同
等と考えられた。第三に、精度の高いヒトでの DDI ポテンシャル予測につなげ




対する luseogliflozin の 50％阻害濃度（ IC5 0 値）の算出を行ったところ、 IC50 値
は 2900 nM であった。また、 rSGLT1 を一過性発現させた細胞を用い、同じく
luseogliflozin と phlorizin の IC50 値の算出を行ったところ、 IC5 0 値は各々895 nM




GastroPlusTM に搭載された ACAT モデルを用いて luseogliflozin（ 0.1 mg/kg）
または phlorizin（ 40 mg/kg）を経口投与後の血漿中薬物濃度‐時間曲線をシミ
ュレートするにあたり、最終的に使用した luseogliflozin と phlorizin の物理化学
的及び PK パラメータを Table 17 に示した。ラットにおける Ka 値から算出した
luseogliflozin と phlorizin の Pe ff 値はそれぞれ 6.23 cm/s x 104 及び 0.558 cm/s x 104
であった。それ以外の物理化学的パラメータについては、ADMET PredictorT M を
用いて算出、もしくは実験値を用いた。ラットにおける luseogliflozin と phlorizin
の PK パラメータ（CL、Vc、k12、k2 1）については、GastroPlusTM の PKPlusTM module
を使用して、静脈内投与後の血漿中濃度の実測値にフィッティングすることによ
って算出した。両者ともに、AIC で検証したところ、 2‐コンパートメントモデ
ルが最も良好に合致した（Fig. 10 (A-1, B-1)）。
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Fig. 10 Plasma concentration time profiles for luseogliflozin and phlorizin in rats.
(A-1 and B-1) Two-compartment model-fi tted profiles in rats after the single
intravenous administration of (A-1) luseogliflozin (0.1 mg/kg) and (B-1) phlorizin (4
mg/kg). The closed circles represent the mean observed data + S.D. (n = 3). The solid
lines were fitted using a nonlinear least-squares regression analysis. The PK
parameters (CL, V c , k12 , k21) in rats for simulating luminal concentrations were
obtained by this fi tting to the observed data. (A-2 and B-2) Simulated
concentration-time profiles in rats after the single oral administration of luseogliflozin
(0.1 mg/kg) (A-2) and phlorizin (40 mg/kg) (B-2). The closed circles represent the
mean observed data + S.D. (n = 6). The solid lines represent the model-simulated
profiles, which were obtained using the ACAT model in GastroPlus.
なお、パラメータの設定当初、 [step1]にて GastroPlusTM に搭載された ADMET
PredictorTM を使用して Pe ff 値を設定した場合においては、 [step2]でシミュレート
した濃 度‐時 間プ ロファ イルは 実測 値と符 合しな かっ た。 Luseogliflozin と
phlorizin の Tma x の実測値は共に 0.25 h であるのにも関わらず、シミュレート値
はそれぞれ 0.64 h 及び 1.27 h であった。さらに、 phlorizin の Cma x 値も実測値か
ら乖離した。そこで、luseogliflozin の Tma x と phlorizin の Tma x 及び Cma x への各パ
ラメータの影響を解析するため、GastoPlusTM の parameter sensitivity analysis 機

















































































































Fig. 11 Potential influence of P e f f value on the Tma x and Cma x values. The Tma x of
luseogliflozin and the T ma x and Cma x of phlorizin were simulated using different
values for Pe f f with other parameters fixed at the same values, as shown in Table 17.
この結果を受けて、P e ff 値について ADMET PredictorT M での予測以外の算出方
法を検討することとした。そこで、Amidon らにより提唱 3 9) された Ka から Pe f f
を算出する式（ 1）を用いて、各々の Ka の実験値から P e ff 値を見積もり、再度、
血 漿 中 薬 物 濃 度 ‐ 時 間 プ ロ フ ァ イ ル を シ ミ ュ レ ー ト し た 。 そ の 結 果 、
luseogliflozin と phlorizin の Tma x はそれぞれ 0.37 h 及び 0.51 h まで改善し、この
条 件 に お い て は 、 各 々 の Cma x 及 び AUC0 - t の percent prediction of error
（ simulated/observed）が±20%以内であり、シミュレートした値と実測値はよく
符合していることが確認された（Fig. 10 （A-2, B-2））。これらの結果より、P e ff
値については、ADMET PredictorT M で予測した値ではなく、式（ 1）を用いて Ka
から見積もった値を採用することとした。
シミュレートした血漿中薬物濃度‐時間プロファイルが実測値に良好に符合
したことにより（Fig. 10 （A-2, B-2））、入力パラメータの妥当性が確認され、ラ
ットにおける luseogliflozin と phlorizin の PK プロファイルは ACAT モデルで良
好に表現できていると考えられた。そこで、本条件下での腸管における
luseogliflozin 及び phlorizin の濃度‐時間プロファイルをもとに TAIC を見積も
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Fig. 12 Simulated luminal concentration-time profiles in rat duodenum (red line) and
time spent above a value 10-fold higher than the IC 50 value (TAIC) after the single oral
administration of (A) luseogliflozin (0.1 mg/kg) and (B) phlorizin (40 mg/kg). The
dashed lines represent a value 10-fold higher than the IC 5 0 value for rSGLT1. The
TAIC of luseogliflozin in rats (9 min) was shorter than the T ma x of miglitol in rats (28
min). On the other hand, the TAIC of phlorizin in rats (75 min) was longer.
なお、上述の静脈内及び経口投与後の結果から、 luseogliflozin と phlorizin の
バイオアベイラビリティ（F）はそれぞれ 14.5% 及び 0.4%であることも判明し
た。また、今回のように in silico での予測パラメータを使用して予測した Tma x
や Cma x が実測値と符合しない場合は、著者らが Amidon らの報告をもとに行った
ように、Ka 値の実験値から Pe f f 値を算出する方法は有用であると考えられた。
2-2-2-3 ラット腸管吸収における薬物‐薬物間相互作用ポテンシャルの予
測
第 1 節で検討の結果、ラットに miglitol を経口投与後の Tma x は 28 min であっ
た（Table 16）。Tma x を miglitol の吸収に関わる時間、TAIC を小腸内で SGLT1 を
十分に阻害する時間とみなし、その割合（TAIC/Tma x (%)）を miglitol の吸収を
阻害しうる DDI ポテンシャルの指標とした。その結果、ラットにおける
luseogliflozin の TAIC/Tma x (%)の結果は、32%であり、DDI のポテンシャルは低い
と考えられた。一方で、 positive control として用いた phlorizin の TAIC/Tma x (%)
は 100%より高く（ 268%）、DDI ポテンシャルは高いと考えられた（Table 19）。
9 min << 28 min (Tmax of miglitol in rats)
TAIC: 9 min TAIC: 75 min



























































10-fold of IC50 value
3.89 μg/mL
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Table 19 Related parameters for the prediction of drug-drug interaction potential
Luseogliflozin in rats Phlorizin in rats Luseogliflozin in humans
10-fold of SGLT1 IC50 (µg/mL) 3.89 2.75 12.6
Dose 0.1 mg/kg 40 mg/kg 5 mg/man
Tmax of miglitol (min) 28 28 83
TAIC (min) 9 75 14
TAIC/Tmax (%) 32 268 17
TAIC, time spent above a value 10-fold higher than the IC50 value; also shown in Figure 12 and Figure 15.
2-2-2-4 予測結果の妥当性の検証
ラットにおける薬物‐薬物間相互作用試験
ラットに miglitol（ 1.5 mg/kg）を luseogliflozin（ 0.1 mg/kg）または phlorizin（ 40
mg/kg）と併用経口投与後の血漿中薬物濃度‐時間プロファイルを Fig. 13 に示す｡
Luseogliflozin と併用投与後 15 min までの miglitol の血漿中濃度は、miglitol 単剤
投与時に比べ若干低い傾向はあったものの、 Cma x と AUC0 - t には差がなく、
luseogliflozin は miglitol の吸収を著しく阻害するようなことはなかった（ Fig.
13(A)）。Miglitol 単剤投与時に対する luseogliflozin との併用時の PK パラメータ
（Cma x , AUC0- t）の 90% 信頼区間は 0.8–1.25 内であり、 luseogliflozin は miglitol
と併用した場合、miglitol の体内動態に大きな影響を及ぼさなかった（Table 20）。
一方で、phlorizin と併用した場合、投与後 1 h までの血漿中 miglitol 濃度は単剤
投与時に比べ低く推移した（Fig. 13 (B)）。Miglitol 単剤投与時に対する phlorizin
との併用時の Cma x の 90% 信頼区間は 0.23–0.72 であり、0.8–1.25 から逸脱した。
AUC については 0.38–1.02 であった（Table 20）。以上より、 phlorizin は miglitol
と併用することにより、miglitol の PK プロファイルに影響を及ぼした。なお、
phlorizin の濃度は阻害を十分期待できる過剰量であったが、miglitol の吸収は完




Fig. 13 Plasma levels of miglitol in rats following the oral administration of miglitol
alone (1.5 mg/kg, red line) or in combination with concomitant agents. (A)
Combination with luseogliflozin (0.1 mg/kg, blue line). (B) Combination with
phlorizin (40 mg/kg, green line). The closed circles and triangles represent the
observed mean data ± S.D. (n = 6).
Table 20 Summary of statistical analysis of miglitol pharmacokinetics parameters in rats
Combination Parameter






Cmax 0.97 0.85 1.09
AUC0-t 1.12 1.04 1.20
Miglitol and phlorizin
Cmax 0.41* 0.23* 0.72*
AUC0-t 0.63* 0.38* 1.02
90% CI, 90% confidence interval.
* The 90% CIs of the ratio (combination / miglitol alone) was outside the range of 0.8–1.25.
2-2-3 小括
本節では、ラット腸管における SGLT1 阻害剤の TAIC をシミュレートし、そ






























































ラットにおける miglitol の Tma x と luseogliflozin もしくは phlorizin の TAIC を




Miglitol の 10.0 mg を正確に量り、メタノールに溶解した後、正確に 10 mL とし
て 1 mg/mL の標準原液を調製した。この標準原液を適宜水で希釈して、一連の
miglitol 標準溶液（ 25 ng/mL～ 15000 ng/mL）を調製した。 IS 標準溶液は 10.0 mg
を正確に量り、メタノールに溶解した後、正確に 100 mL として 100 µg/mL の IS








1）Effective permeability（P e ff）値の算出
Ka 値は、GastroPlusTM の PKPlusTM モジュールを使用し、ヒトに luseogliflozin
を経口投与後の血漿中薬物濃度‐時間データを 2-コンパートメントモデルで
解析することによって算出した。
Pe ff 値は下記の式 6 3) にしたがって算出した。
(1),
V; 管腔体積 , S; 表面積 , r; 管腔直径（ヒト： 1.75cm 68 )）
2）Fa と PK パラメータの算出








3）肝臓と小腸の初回通過効果（ first-pass effects: FPE）の算出
ヒトにおいては PK パラメータ（CL/F、Vc/F）に F 関連パラメータが含まれ
るため、FPE 値はゼロを入力した。





SGLT1 は主に小腸に発現していること 67 ) 以外の報告はないことから、十二指
腸、空腸、回腸における薬物濃度をシミュレートした。
ヒトにおける PK 及び相互作用試験
本治験は「ヘルシンキ宣言」に基づく倫理的原則、「薬事法第 14 条第 3 項お





医療法人平心会 OCROM クリニックの IRB の承認を事前に得た。
本治験において、miglitol（ 50 mg 錠）もしくは luseogliflozin（ 5 mg 錠）を日
本人健康成人男性 12 例に投与し、その結果より各々の PK パラメータを収集し
た。相互作用試験は、miglitol と luseogliflozin の単回併用投与後の PK を把握す
るために実施した。採血は pre 及び投与後 0.25、 0.5、 1、 1.5、 2、 3、 4、 6、 8、




装置は Alliance 2795 separation module（Waters, Milford, MA）及び API4000（AB






検量線の作成及びバリデーション試験用の QC 試料は、各濃度の luseogliflozin
標準溶液各々 10 µ L を各々ヒトブランク血漿 50 µ L に添加、撹拌することにより
得た（ 5～ 3000 ng/mL）。
検量線
検量線は、luseogliflozin の濃度が 5、10、30、50、100、300、500、1000、3000
ng/mL となるように調製した 9 種の添加血漿を分析し、添加血漿を x、 IS（ 500
ng/mL）に対する luseogliflozin のピーク面積比を y として直線回帰することによ
り得た。重みファクターは 1/x2 を採用した。
前処理法
50 µL のヒト血漿に IS 溶液（ 500 ng/mL）30 µL とアセトニトリル／蒸留水（ 80:20、
v/v）500 µL を加えて、ボルテックスミキサーにて 30 秒間混和した後、遠心分離
（設定値： 9100×g、 4°C、 5 分間）した。上清を分取し蒸留水を 810 µL、クロロ
ホルムを 2 mL 加えて、振とう（約 230 回／分、 5 分間）した後、遠心分離（設
定値：400×g、4°C、5 分間）した。上清 100 µL にアセトニトリルを 900 µL 加え






2-3-2-1 Luseogliflozin をヒトに経口投与後の腸管内 TAIC の算出
予測に使用したパラメータは Table 17 に示した。ヒトにおける Pe ff 値は 27.5
cm/s x 104 であり、PK パラメータ（CL/F、Vc/F、 k1 2、 k21）は経口投与後の実測
値を、AIC により最も良好にフィットした 2-コンパートメントモデルに当てはめ、
算出した（Fig. 14 (A)）。GastroPlusTM を用いてヒトにおける血漿中薬物濃度‐時
間プロファイルを予測したところ、Cma x 及び AUC0 - t の percent prediction of error
（ simulated/observed）が±20%以内であったことから、シミュレートした値と実
測値はよく符合していることが確認された（Fig. 14 (B)）。
Fig. 14 Plasma concentration time profiles for luseogliflozin in humans. The
closed circles represent the mean observed data + S.D. (n = 12).
(A) Two-compartment model-fitted profiles in humans after the single intravenous
administration of luseogliflozin (5 mg/man). The solid line was fitted using a
nonlinear least-squares regression analysis. The PK parameters (CL/F, V c/F, k1 2 , k2 1)
in humans for simulating luminal concentrations were obtained by this fitting to the
observed data. (B) Simulated concentration-time profiles in humans after the single
oral administration of luseogliflozin (5 mg/man). The solid lines represent the


























































の PK プロファイルは ACAT モデルで良好に表現できていると考えられた。そこ
で、本条件下での腸管における luseogliflozin の薬物濃度‐時間プロファイルを
もとに TAIC を見積もったところ、 14 min であった（Fig. 15）。
Fig. 15 Simulated luminal concentration-time profiles in human duodenum (red
line), upper jejunum (green line), and time spent above a value 10-fold higher than
the IC5 0 value (TAIC) after the single oral administration of luseogliflozin (5
mg/man). The dashed line represents a value 10-fold higher than the IC 5 0 value for
SGLT1. The TAIC of luseogliflozin in humans (14 min) was shorter than the T ma x of
miglitol in humans (83 min).
2-3-2-2 ヒト腸管吸収における薬物‐薬物間相互作用ポテンシャルの予測
ヒトに miglitol を経口投与後の Tma x は 83 min、TAIC は 14 min であり、その割
合（TAIC/Tma x (%)）は、17%であった。この値は阻害が起こらなかったラットの
























10-fold of IC50 value
12.6 μg/mL










ヒトに miglitol（ 50 mg 錠）と luseogliflozin（ 5 mg 錠）を各々 1 錠ずつ併用経
口投与後の血漿中薬物濃度推移を Fig. 16 に示す｡ Miglitol 単剤経口投与後の平
均血漿中 miglitol 濃度は、 luseogliflozin との併用経口投与後と良好に一致し、
luseogliflozin は miglitol の PK パラメータに影響を及ぼさなかった。
Fig. 16 Plasma levels of miglitol in humans following the oral administration of
miglitol alone (50 mg/man, red line) or in combination with luseogliflozin (5
mg/man, blue line). The closed circles and triangles represent the observed mean
data ± S.D. (n = 12).
一方、ipragliflozin は luseogliflozin と同様に新規の SGLT2 選択的阻害薬である
が、miglitol 単剤投与時に対する ipragliflozin との併用時の PK パラメータ（Cma x、
AUC i n f）の 90% 信頼区間は、各々 0.761（ 90% CI: 0.672–0.861）及び 0.796（ 90%
CI: 0.719–0.881）であり、ipragliflozin は miglitol の吸収を低下させたと報告され
ている（www.info.pmda.go.jp/downfiles/ph/PDF/800126_3969018F1022_1_01.pdf）。
この報告をもとに ipragliflozin と miglitol の DDI ポテンシャルについて、著者ら
の考案した DDI の予測法を使用して、公開された hSGLT1 に対する IC5 0 値（ 1876
nM）69）及びヒトの PK データ 70 ) を用いてレトロスペクティブに解析したところ、
TAIC/Tma x は 116％であり、 ipragliflozin は miglitol の吸収を阻害しうるという結
果が得られた。以上より、著者らが考案した SGLT1 を介した miglitol の吸収過
程に対する併用薬の DDI ポテンシャルの予測法によって、阻害しない場合のみ
ならず、阻害する場合も正確に予測が可能であることが確認された。
































[I2]/IC50 ≥ 10 とされている。さらに Cook 7 1）らによって、[I2]/IC5 0 ≥ 5 のクライテ
リアも提唱されている。しかしながら著者らの研究では、luseogliflozin の [I2]/IC5 0































した。すなわち、 glucose の analog である 5-thio-D-glucose の血漿サンプルを例
に、分析の妨げとなるイオン性の物質をイオン交換固相抽出カラムに保持させ、





第２章では、腸管において SGLT1 を介して吸収される薬物として miglitol を、





ミュレーション結果から、SGLT1 IC50 値の 10 倍を超える濃度の持続時間（TAIC）
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の算出、④miglitol の Tma x に対する TAIC の割合をもとに DDI ポテンシャルを評
価する、というものである。
まず、第１節では第１章で考案した知見をもとに、ラット血漿中の極めて微量
な miglitol の定量法を開発した。さらに、その定量法を用いて DDI ポテンシャル
予測法構築に必要な miglitol のラット PK プロファイルを収集した。
第２節では、第１節で明らかにしたラットにおける miglitol の PK プロファイ
ルをベースに、DDI ポテンシャルの予測法を考案し、その妥当性を検証した。す
なわち、まず GastroPlusT M を用いてラット腸管における SGLT1 阻害剤（併用薬）
の TAIC をシミュレートし、その TAIC が miglitol（TP を介して吸収される薬物）
の Tma x に占める割合を指標に DDI ポテンシャルを予測するストラテジーを考案
した。さらにその予測結果の妥当性を、実際のラット in vivo 併用試験の結果と
照合することにより検証した。
第３節では、第２節で構築した DDI ポテンシャル予測法を用いて、ヒトにお




以上、本研究では腸管から SGLT1 を介して吸収される miglitol と、SGLT1 阻
害活性をもつ luseogliflozin との併用をモデルケースとし、腸管における TP を介
した DDI の予測法を考案した。最初に、これまで困難とされてきた LC-MS/MS
法での生体試料中単糖類を高感度かつ安定に測定するための方法論を構築した。




した腸管における SGLT1 を介した DDI ポテンシャル予測のストラテジーやそれ
に基づく成果は､その他の TP を介した DDI ポテンシャル予測にも広く応用でき
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